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【 摘要 】 BS 多 发 性 骨髓 瘤 发 病 率 长 期 居 高 不 下 ， 但 目前 关于 磷脂 酰 肌 醇 -3- 激酶 (PBK ) / 丝氨酸 / IA 
酸 激酶 ( AKT ) 信号 通路 和 M2 巨 喉 细 胞 极 化 促进 多 发 性 骨髓 瘤 发 生 进 展 的 研究 较 少 。 目 的 ”探讨 M2 巨 哈 细胞 在 多 
发 性 骨髓 瘤 患 者 中 的 表达 及 PIBK/AKT 信号 通路 促进 M2 巨 哈 细胞 极 化 的 机 制 研究 。 方 法 ”选取 2021 年 10 月 一 2022 
年 4 月 于 桂林 医学 院 附属 医院 血液 内 科 确 诊 的 多 发 性 骨髓 瘤 患者 48 例 为 试验 组 ， 选 取 同 期 健康 志愿 者 ( 血液 内 科 骨 
髓 移植 健康 供 者 ) 30 名 为 对 照 组 。 取 2 组 研究 对 象 外 周 血 并 分 离 单个 核 细胞 ， 流 式 细胞 术 检 测 M2 巨 哈 细胞 比例 。 采 
用 细胞 传代 培养 RPMI8226 细胞 ， 通 过 佛 波 酯 分 化 培养 单 核 巨 喉 细 胞 THP-1 为 巨 唉 细胞 。 根 据 实验 需要 将 瘤 细 胞 培养 
并 采用 siRNA 转 染 沉默 磷酸 酶 基因 (PTEN ) 分 成 3 组 : 空白 组 、siRNA-PTEN 实验 组 、siRNA 对 照 组 ; 收集 以 上 3 组 
细胞 培养 基 上 清 液 加 入 巨 吹 细 胞 共 培 养 体系 后 分 为 4 组 : MO 巨 吻 细 胞 组 、 瘤 细胞 上 清 液 组 、siRNA-PTEN 上 清 液 组 、 
siRNA 上 清 液 组 。 采 用 Western Blot 实验 检测 多 发 性 骨髓 瘤 细胞 培养 的 空白 组 、siRNA-PTEN 实验 组 、siRNA 对 照 组 的 
AKT、p-AKT、PI3K-p85、p-PI3K-p85 蛋白 表达 水 平 。 采 用 菊 光 定量 聚合 酶 链 式 反 应 ( PCR ) 检测 多 发 性 骨髓 痛 细 胞 
培养 的 空白 组 、siRNA-PTEN 实验 组 、siRNA 对 照 组 的 MMP2、MMP9 的 mRNA 表达 水 平 。 采 用 流 式 细胞 术 检 测 多 发 
PERRERA FALE) MO 巨 吹 细 胞 组 、 瘤 细胞 上 清 液 组 、siRNA-PTEN 上 清 液 组 、siRNA 上 清 液 组 M2 巨 哈 细胞 中 
特异 性 抗体 CD163、CD206、F4/80 表达 水 平 。 采 用 荧光 定量 PCR 检测 2 E Lh 液 共 培 养 的 MO 巨 哈 细胞 组 、 
瘤 细 胞 上 清 液 组 、siRNA-PTEN 上 清 液 组 、siRNA 上 清 液 组 M2 巨 哈 细胞 特异 标志 物 精 氨 酸 酶 1 ( ARG-1 ) 、 白 介 素 
10 CIL-10) 的 mRNA Abu. E 结果 ”试验 组 M2 巨 鸣 细 胞 表达 水 平 高 于 对 照 组 (120.855, P«0.001) o Western Blot 
结果 显示 ,3 组 多 发 性 骨髓 冶 细 胞 p-AKT/AKT、p-PI3K-p85/PI3K-p85 蛋白 表达 水 平 比 较 , 差异 有 统计 学 意义 ( F211.795, 
P=0.008; F=24.579, P«0.001) ; 其 中 siRNA-PTEN 实验 组 中 p-AKT/AKT, p-PI3K-p85/PIBK-p85 蛋白 表达 水 平均 高 
于 空白 组 和 siRNA 对 照 组 ( P<0.05 ) o RICE E PCR 结果 显示 ，3 组 多 发 性 骨髓 瘤 细胞 MMP2、MMP9 的 mRNA 表 
达 水 平 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( F=63.777, P<0.001; F=31.007, P<0.001) ; 其 中 siRNA-PTEN 实验 组 中 MMP2, 
MMP9 的 mRNA 表达 水 平均 高 于 空白 组 和 siRNA 对 照 组 (P«0.05) 。 流 式 细胞 术 结 果 显 示 ，4 组 M2 FL AUI STE 
抗体 CD163+F4/80、CD206+F4/80 表达 水 平 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (f=384.218，P<0.001; F=299.663, P«0.001) ; 
其 中 siRNA-PTEN 上 清 液 组 M2 巨 哈 细胞 特异 性 抗体 CD163+F4/80、CD206+F4/80 表达 水 平 高 于 瘤 细胞 上 清 液 组 和 
siRNA 上 清 液 组 ( P<0.05 ) 。 荧 光 定 量 PCR 结果 显示 , 4 组 M2 巨 哈 细胞 特异 标志 物 ARG-1、IL-10 的 mRNA 表达 水 
平 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (f=19.826，P<0.001; F=34.507, P<0.001) ; 其 中 siRNA-PTEN 上 清 液 组 M2 巨 哈 细胞 
特异 标志 物 ARG-1、IL-10 的 mRNA 表达 水 平 高 于 瘤 细 胞 上 清 液 组 和 siRNA 上 清 液 组 (P«0.05) 。 结 论 ”多 发 性 骨髓 
瘤 患 者 中 M2 巨 只 细胞 表达 上 调 ， 多 发 性 骨髓 瘤 细 胞 可 通过 激活 PIBK/AKT 信号 通路 促进 M2 巨 鸣 细 胞 极 化 ， 调 控 骨 髓 
瘤 细 胞 微 环 境 。 
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[Abstract] Background The incidence of multiple myeloma has long been high, however, there are fewer studies 
on phosphatidylinositol 3-kinase ( PI3K ) /serine-threonine kinase ( AKT ) signaling pathway and M2 macrophage polarization 
promoting the progression of multiple myeloma. Objective To investigate the expression of M2 macrophages in patients with 
multiple myeloma and the mechanism of PI3K/AKT signaling pathway promoting M2 macrophage polarization. Methods 
Forty-eight multiple myeloma patients diagnosed in the Department of Hematology of the Affiliated Hospital of Guilin Medical 
University from October 2021 to April 2022 were selected as the test group, and thirty healthy volunteers ( healthy donors of 
blood marrow transplantation ) in the same period were selected as the control group. Peripheral blood was taken from the 2 group 
and mononuclear cells were isolated, the proportion of M2 macrophages was determined by flow cytometry. RPMI8226 cells 
were subcultured by cell passage, and mononuclear macrophages THP-1 cells were cultured as macrophages by phorbol ester 
differentiation. According to the experimental requirements, tumor cells were cultured and transfected with siRNA to silence 
phosphatase and tensin homolog ( PTEN ) and divided into three groups, including blank group, siRNA-PTEN experimental 
group, and siRNA control group; the supernatants of the above three groups were collected and added to the macrophage co- 
culture system and then divided into four groups including MO macrophage group, tumor cell supernatant group, siRNA- 
PTEN supernatant group, and siRNA supernatant group. The protein expression levels of AKT, p-AKT, PI3K-p85, and 
p-PI3K-p85 in the blank group, siRNA-PTEN experimental group, and siRNA control group of multiple myeloma cell culture 
were determined by Western Blot assay. The mRNA expression levels of MMP2 and MMP9 in the blank group, siRNA-PTEN 
experimental group and siRNA control group were determined by fluorescence quantitative polymerase chain reaction ( PCR ) . 
The expression levels of specific antibodies CD163, CD206, and F4/80 in M2 macrophages in MO macrophage group, tumor 
cell supernatant group, siRNA-PTEN supernatant group, and siRNA supernatant group were determined by flow cytometry. 
The mRNA expression levels of arginase 1 ( ARG-1) and interleukin 10 ( IL-10 ) in MO macrophage group, tumor cell 
supernatant group, siRNA-PTEN supernatant group, and siRNA supernatant group were determined by fluorescence quantitative 
PCR. Results The expression level of M2 macrophages was higher in the test group than that in the control group (1=0.855, 
P«0.001 ) . Western Blot results showed that there were significant differences in the protein expression levels of p-AKT/AKT 
and p-PI3K-p85/PI3K-p85 among the three groups ( F=11.795, P=0.008; F=24.579, P«0.001) ; the protein expression 
levels of p-AKT/AKT and p-PI3K-p85/PI3K-p85 in the siRNA-PTEN experimental group were higher than the blank group 
and siRNA control group ( P«0.05 ) . The results of quantitative fluorescence PCR showed that there were significant differences 
in the mRNA expression levels of MMP2 and MMP9 in the three groups of multiple myeloma cells ( F263.777, P«0.001; 
F=31.007, P«0.001) ; the mRNA expression levels of MMP2 and MMP9 in the siRNA-PTEN experimental group were higher 
than the blank group and siRNA control group ( P«0.05 ) . Flow cytometry results showed that there were statistically significant 
differences in the expression levels of M2 macrophage-specific antibodies CD163--F4/80 and CD206--F4/80 among the four groups 

( F=384.2818, P«0.001; F=299.663, P«0.001) ; M2 macrophage specific antibody CD163+F4/80 and CD206+F4/80 in the 

siRNA-PTEN supernatant group were higher than the tumor cell supernatant and siRNA-PTEN supernatant group ( P«0.05 ) . 
The quantitative PCR showed that there were statistically significant differences in the mRNA expression levels of M2 macrophage- 
specific markers ARG-1 and IL-10 among the four groups ( F=19.826, P«0.001; F=34.507, P«0.001) ; the mRNA 
expression levels of ARG-1 and IL-10 in the siRNA-PTEN supernatant group were higher than the tumor cell supernatant group 
and siRNA supernatant group ( P«0.05 ) . Conclusion M2 macrophages are upregulated in multiple myeloma patients, and 
multiple myeloma cells can promote M2 macrophage polarization through activation of the PI3K/AKT signaling pathway, thereby 
regulating the myeloma cell microenvironment. 

[Key words] Multiple myeloma; Macrophages; Signal transduction; Tumor microenvironment; Biomarkers, 
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p e T RE 
是 第 二 常见 的 血液 系统 恶性 肿瘤 o 由 于 痛 细 胞 本 身 
的 异 质 性 、 克 隆 的 演变 等 导致 复发 而 进展 、 治 疗 失败 ， 
其 根源 在 于 骨髓 微 环境 机 制 尚未 明确 |。 GbR 
要 探索 多 发 性 骨髓 瘤 发 病 相关 因素 及 机 制 ， 从 而 采取 有 
效 的 预防 策略 ， 降 低 多 发 性 骨髓 瘤 发 病 率 。 

肿瘤 微 环境 (tumor microenvironment, TME ) 介 导 
肿瘤 相关 巨 噬 细 胞 最 近 已 成 为 研究 者 们 关注 的 焦点 ， 
TME 对 瘤 细 胞 的 发 生 、 发 展 、 转 移 、 耐 药 和 复发 都 
有 重要 的 作用 。 巨 鸣 细 胞 是 炎 性 细胞 之 一 ， 是 参 
与 固有 免疫 的 重要 细胞 ， 其 表 型 和 功能 与 多 发 性 骨髓 
瘤 微 环境 相关 ， 根 据 不 同 的 骨髓 微 环境 (bone marrow 
microenvironment, BMME ) 信和 号 而 表现 出 极 高 的 可 塑性 
性 ， 一 般 认 为 有 两 种 : M1 型 ， 即 经 典 活 化 的 

Wiz. Hof Er 3t (interleukin, IL) 12 #§ /IL-10 
P es nfj/E IL-1 B 、IL-6、 肿 瘤 坏死 因子 a C tumor 
necrosis factor-a , TNF-a) 等 ， 具 有 明显 促 炎 和 抗 肿 
瘤 活性 ; M2 型 ， 即 蔡 代 活化 的 巨星 细胞 ， 在 肿瘤 患者 
中 称 肿瘤 相关 巨 鸣 细 胞 (tumor-associatedmacrophages， 
TAMs), A Æ IL-12 低 /L-10 高 的 表 型 ， 表 大 
CD163, CD204 和 CD206， 产 生 了 -10、IL-13 等 抗 炎 
HF, 具有 抑制 肿瘤 免疫 、 促 进 肿 瘤 发 展 的 作用 "“ 
TME 中 ,基质 金属 蛋白 酶 2 (matrix metalloproteinase 2, 
MMP2 ) 和 基质 金属 蛋白 酶 9 ( matrix metalloproteinase 9, 
MMP9 ) 作为 肿瘤 的 生物 标志 物 具 有 重要 功能 ， 可 作为 
肿瘤 预测 指标 、 复 发 指标 及 预后 判断 等 ， 并 对 血液 肿 冶 
的 生长 、 侵 袭 和 转移 具有 重要 意义 。 

磷脂 酰 肌 醇 -3- 激酶 (PISK ) /丝氨酸 / 苏 氨 酸 
激酶 ( AKT ) 通路 的 异常 激活 在 肿瘤 细胞 的 增殖 、 迁 
移 、 侵 袭 和 调 亡 等 生物 学 行为 中 起 着 关键 作用 
性 白血病 、 慢 性 白血病 、 各 种 类 型 的 淋巴 瘤 和 多 发 性 
Tr REI PAK ACH PI3K/AKT 通路 激活 及 其 下 游 效应 。 
PIK/AKT 通路 激活 甚至 发 生 在 肿瘤 早期 阶段 ， 并 与 多 
种 人 类 癌症 不 良 预 后 和 治疗 耐 药 相关 '” 。 当 磷酸 酶 基 
因 ( phosphatase and tensin homolog, PTEN ) wR Fe 时 ， 
PIBK/AKT 通路 可 能 会 被 激活 ， 这 种 激活 可 能 会 导致 瘤 
钙 的 发 生 和 发 展 。 在 多 发 性 骨 散 瘤 患者 中 ， 推 测 骨髓 瘤 
细胞 通过 激活 PISK/AKT 信号 通路 促进 巨 哈 细胞 征集 到 
骨髓 微 环境 里 向 M2 极 性 转变 ， 从 而 刺激 瘤 细 胞 增殖 ， 
导致 骨髓 瘤 的 发 生 、 发 展 ， 复 发 难 治 ， 并 进行 验证 。 

本 研究 选取 多 发 性 骨髓 瘤 患者 为 研究 对 象 ， 探 讨 
M2 巨 哈 细胞 在 多 发 性 骨髓 瘤 患 者 中 的 表达 及 PIBK/AKT 
信号 通路 促进 M2 巨 哈 细胞 极 化 的 机 制 ， 以 明确 多 发 性 
骨髓 瘤 的 发 生 、 发 展 机 制 ， 为 临床 多 发 性 骨髓 瘤 疾 病 的 
靶 向 治疗 提供 参考 。 

1 资料 与 方法 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http:/www.chinagp.net E-mail:zgqkyx@chinagp.net.cn “3 


L1 研究 对 象 选取 2021 年 10 月 一 2022 年 4 月 于 
桂林 医学 院 附 属 医院 血液 内 科 确 诊 的 多 发 性 骨髓 瘤 患 
者 48 例 为 试验 组 ， 选 取 同 期 健康 志愿 者 ( 血液 内 科 
^ BE EE TR f ER BER) 30 名 为 对 照 组 。 本 研究 已 通过 
桂林 医学 院 附 属 医院 伦理 委员 会 伦理 审查 ( 编号 : 
2021YJSLL-86 ) ， 研 究 对 象 均 知情 同意 并 签署 知情 同 
意 书 。 

1.1.1 患者 纳入 标准 (1) 根据 国际 骨髓 冶 工 作 组 更 
新 的 多 发 性 骨髓 瘤 诊断 标准 诊断 为 多 发 性 骨髓 瘤 “] ; 
(2) ER> 18 岁 。 

1.1.2 患者 排除 标准 ” 继 发 性 (之 前 诊断 为 其 他 恶性 肿 
瘤 的 患者 ) 或 混合 性 (同时 诊断 为 多 发 性 骨髓 瘤 和 其 他 
恶性 肿瘤 的 患者 ) 多 发 性 骨髓 瘤 ; (2) 合并 风湿 系统 
的 自身 免疫 性 疾病 或 其 他 肿瘤 性 疾病 ; (3) 合并 其 他 
造血 系统 疾病 、 淋 巴 组 织 疾病 或 实体 肿瘤 病史 ; (4) 
孕妇 或 哺乳 期 妇女 。 

12 资料 收集 ”收集 多 发 性 骨髓 瘤 患 者 及 健康 志愿 者 
的 相关 临床 特征 资料 ， 包 括 年 龄 、 性 别 、 免 疫 球 和 蛋白 分 
型 、Durie-Salmon 分 期 ISS 分 期 、 骨 质 损 害 程 度 等 。 
1.3 实验 方法 及 分 组 

1.3.1 标本 处 理 、 细 胞 培养 与 转 染 ”采集 研究 对 象 空 
外 周 静 脉 血 ， 提 取 单 个 核 细 胞 ，-80 CURA. AB RE 
ARS AML A RPMI8226 和 THP-1 ( 均 由 桂林 医学 院 附 
属 医院 临床 试验 中 心 提 供 ) 进行 传代 培养 。 采 用 佛 波 酯 
分 化 培养 THP-1 细胞 为 巨 哈 细胞 。RPMI8226 细胞 培养 
JF HH siRNA 干扰 沉默 PTEN 处 理 分 成 3 组 : 空白 组 、 
siRNA-PTEN 实验 组 和 siRNA 对 照 组 。 

13.2 ”蛋白 免疫 印迹 “RPMI8226 细胞 系 采 用 AKT ( 3 
菲 公 司 ) p-AKT ( 艾 菲 公司 ) 、 TERI c eia 
p-PIK-p85 ( 艾 非 公司 ) 的 一 抗 进行 免疫 印迹 检测 。 以 

B -actin ( 艾 菲 公司 ) 作为 内 对 照 ， 采 用 Western Blot f 
测 空白 组 、siRNA-PTEN 实验 组 、siRNA 对 照 组 3 组 的 
AKT, p-AKT, PI3K-p85, p-PI3K-p85 蛋白 表达 水 平 。 
13.3 KEERA (PCR) 为 了 证 明 
PI3K/AKT 信号 通道 的 激活 可 以 提高 多 发 性 骨髓 瘤 细胞 
的 生长 和 侵 染 水 平 ， 将 空白 组 、siRNA-PTEN 实验 组 
All siRNA 对 照 组 的 瘤 细 胞 进行 荧光 定量 PCR 实验 。 设 
计 引 物 (481), 提取 RPMI8226 细胞 THP-1 诱导 分 
化 巨 哈 细胞 的 RNA， 进 行道 转录 ， 扩 增 反 应 条 件 为 : 
首先 在 93 % 下 预 变 性 ，93 *C 7 min, 55 C1 min, 72 
C 1 min， 共 经 过 40 次 循环 ，72 °C 7 min。 检 测 瘤 细 胞 
MMP2、MMP9 的 mRNA， 检 测 共 培 养 体系 中 THP-1 诱 
导 分 化 巨 吹 细 胞 的 M2 型 巨 哈 细胞 的 标志 物 精 氨 酸 酶 1 
(arginase 1, ARG-1) 和 白介素 10 (interleukin 10, 
IL-10 ) 的 mRNA。 

1.8.4. 流 式 细 胞 术 ”收集 空白 组 、siRNA-PTEN 实验 组 、 
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siRNA 对 照 组 3 组 细胞 培养 基 上 清 液 加 入 巨 叭 细胞 共 培 
养 体系 后 分 为 4 组 : MO 巨 鸣 细 胞 组 、 瘤 细胞 上 清 液 组 、 

siRNA-PTEN 上 清 液 组 、siRNA 上 清 液 组 。 采 用 流 式 细 
胞 术 ， 检 测 多 发 性 骨髓 瘤 上 清 液 共 培养 的 M2 巨 噬 细 胞 
和 提取 的 单个 核 细胞 中 特异 性 抗体 CD163, CD206, 

F4/80 表达 水 平 。 

L4 统计 学 方法 “采用 SPSS 26.0 统计 学 软件 进行 数据 
分 析 。 符 合 正 态 分 布 的 计量 资料 以 (x+s ) 表示 ， 两 组 
间 比 较 采 用 1 检验 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因素 方差 分 析 ; 

不 符合 正 态 分 布 的 计量 资料 以 人 (Ps，P;s ) 表示 ， 

组 间 比 较 采用 秩 和 检验 ; 计数 资料 以 相对 数 表示 。 以 
P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 

2 结果 

2.1 研究 对 象 基 本 临床 资料 试验 组 48 例 多 发 性 骨髓 
瘤 患者 年 龄 为 65.5( 56.8, 75.0 ) 岁 ,其 中 男 25 例 ( 52.196 )、 
女 23 例 (47.9% ); 免疫 球 蛋 白 分 型 : IgA 14 例 (29.2% ) ， 
IgG 25 f$] ( 52.196 ) , IgD 3 例 (6.3% ) , 其 他 6 例 ( 12.5% ); 
Durie-Salmon 分 期 : 工期 患者 5 例 (10.4%) ， 开 期 患 
者 7 例 (14.6% ) ， 亚 期 患者 36 例 (75.0% ) ; ISS 分 期 ; 
I 期 患者 9 例 (18.896) ， 开 期 患者 13 例 (27.1%) , 

于 期 患者 26 例 (54.2%) ; 骨 损 害 36 例 (75.0% ) ， 合 
并 骨 质 破坏 25 例 (52.1%) 。 对 照 组 30 例 健 康 志愿 者 
年 龄 为 58.0 (52.0, 70.0) 岁 ， 其 中 男 12 ff] ( 40.0% ) 、 

女 18 例 (60.0% ) ; 异常 单 克 隆 免 疫 球 重 白 CM REI) 

1 例 (3.3%)。 

2.2 研究 对 象 外 周 血 M2 巨 哈 细胞 表达 水 平 经 过 
流 式 细胞 术 检 测 ， 试 验 组 中 CD163、CD206 标记 的 
M2 E Ig 2M fd 42 3A KE Dy (1.763 €0.316) ， 对 照 组 
中 CD163, CD206 标记 的 M2 巨 鸣 细 胞 的 表达 水 平 为 
(0.675 + 0.244) ， 试 验 组 M2 巨 叭 细胞 表达 水 平 高 于 
对 照 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 (120.855, P«0.001) ， 见 
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CD206 FITC-A 


注 : A 为 对 照 组 外 周 血 M2 巨星 细胞 ( CD163 和 CD206 AYE EAH 


胞 ) 表达 水 平 的 流 式 细胞 图 ; B 为 试验 组 外 周 血 M2 FEAR. ( CD163 
和 CD206 WY EAN) 表达 水 平 的 流 式 细胞 图 。 
图 1 研究 对 象 外 周 血 M2 巨 哈 细 胞 表达 水 平 


Figure 1 Expression levels of M2 macrophages in peripheral blood 


N 


2.3 siRNA $63 Z RVE E Be 4H EJE PTEN mRNA 表 
TAKE 采用 siRNA 转 染 RPMI8226 细胞 ( [8] 2) , 
FP ARE IEE Æ PCR 检测 转 染 效 果 。 经 区 光 定 量 PCR 分 
析 ， 多 发 性 骨髓 瘤 细胞 培养 的 空白 组 PTEN mRNA 表达 
水 平 为 (1.035+0.039) , siRNA-PTEN 实验 组 PTEN 
mRNA 表达 水 平 为 (0.240+0.059) , siRNA 对照 组 
PTEN mRNA 表达 水 平 为 (1.091+ 上 0.083) , 3 组 PTEN 
mRNA 表达 水 平 比较 , 差异 有 统计 学 意义 (F=171.861, 
P«0.001) ; 其 中 siRNA-PTEN 实验 组 PTEN mRNA 表 
达 水 平 低 于 空白 组 和 siRNA 对 照 组 ， 差 异 有 统计 学 意 
X. (P«0.05) 。 

24 多 发 性 骨髓 瘤 细 胞 PI3K/AKT 和 蛋白 表达 水 平 为 了 
验证 多 发 性 骨髓 瘤 中 PI3K/AKT 通路 的 激活 情况 ， 采 用 
Western Blot 实验 检测 多 发 性 骨髓 瘤 细 胞 培养 的 空白 组 、 
siRNA-PTEN 实验 组 .siRNA 对照 组 3 组 的 AKT p-AKT, 
PI3K-p85、p-PI3K-p85 蛋白 表达 水 平 ， 见 图 3。 


表 1 实时 定量 PCR 使 用 引物 列表 


Table 1 List of primers used for real-time quantitative PCR 


基因 名 称 NCBIGeenID 基因 编号 序列 产物 长 度 (bp ) 
ARG-1 383 NM. 000045 TGGACAGACtAGGAATTGGCA 102 
CCAGTCCGTCAACATCAAAACt 
IL-10 3586 NM_000572 GACTTTAAGGGTTACCTGGGTTG 112 
TCACATGCGCCTTGATGTCTG 
MMP2 4313 NM. 004530 GATACCCCTTTGACGGTAAGGA 112 
CCTTCTCCCAAGGTCCATAGC 
MMP9 4318 NM_004994 GGGACGCAGACATCGTCATC 139 
TCGTCATCGTCGAAATGGGC 
PTEN 5728 NM_000314 TTTGAAGACCATAACCCACCAC 134 
B -actin 60 NM_001101 CATGTACGTTGCTATCCAGGC 250 


ik PCR= RAMEL, ARG-1= 精 氨 酸 酶 1, IL-10= 白介素 10, MMP2= 基质 金属 蛋白 酶 2, MMP9= 基质 金属 蛋白 酶 9, PTEN= 磷酸 酶 基因 ， 


NCBIGeenID= 美国 国家 生物 技术 信息 中 心 基因 身份 证 。 


CTCCTTAATGTCACGCACGAT 
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图 2 倒置 显微镜 下 RPMI8226 细胞 经 siRNA 转 染 后 的 细胞 ( x 40 ) 
Figure2 The cellular level of RPMI8226 cells transfected with siRNA under inverted microscope 


siRNA 
干扰 组 


siRNA 
NC 组 


p-AKT 


PI3K-p85 


p-PI3K-p85 


B -actin 


iE: AKT= 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 ，PI3K= 磷脂 酰 肌 醇 -3- 激酶 。 
3 多 发 性 骨髓 瘤 细 胞 PI3K/AKT 蛋白 表达 网 


Figure3 Protein expression map of PIBK/AKTin multiple myeloma cells 


3 组 多 发 性 骨髓 瘤 细 胞 p-AKT/AKT 蛋白 表达 水 平 
比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (F=11.795, P=0.008) ; 其 
中 siRNA-PTEN 实验 组 中 p-AKT/AKT 蛋白 表达 水 平 高 
于 空白 组 和 siRNA 对 照 组 , 差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 )。 
3 组 多 发 性 骨髓 瘤 细胞 p-PISK-p85/PI3K-p85 蛋白 表达 
IKE CRE, 差异 有 统计 学 意义 ( F=24.579, P<0.001 ) ; 
其 中 siRNA-PTEN 实验 组 中 p-PIBK-p85/PIBK-p85 蛋白 
表达 水 平 高 于 空白 组 和 siRNA 对 照 组 ， 差 异 有 统计 学 
意义 (P<0.05 ) ， 见 表 2。 

2.5 多 发 性 骨髓 瘤 细 胞 MMP2、MMP9 的 mRNA 表达 
IE 3 组 多 发 性 骨髓 瘤 细胞 MMP2 的 mRNA 表达 水 平 
比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (f=63.777，P<0.001 ) ; 其 
中 siRNA-PTEN 实验 组 中 MMP2 的 mRNA 表达 水 平 高 
于 空白 组 和 siRNA 对 照 组 ,差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 )。 
3 组 多 发 性 骨髓 瘤 细 胞 MMP9 的 mRNA 表达 水 平 比 
Be, 差异 有 统计 学 意义 (f=31.007，P<0.001 ) ; 其 中 
siRNA-PTEN 实验 组 中 MMP9 的 mRNA 表达 水 平 高 于 空 


白 组 和 siRNA 对 照 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P«0.05) , 
见 表 3。 


表 2 多 发 性 骨髓 净 细 胞 中 PIBK/AKT 蛋白 表达 水 平 
Table2 Protein expression level of PIBK/AKT in multiple myeloma cells 


组 别 p-AKT/AKT p-PI3K-p85/PI3K-p85 
空白 组 1.070 + 0.070 0.843 + 0.287 
siRNA-PTEN 实验 组 2.051 + 0.297 1.801 + 0.111* 
siRNA 对 照 组 1.229 + 0.344" 0.950 + 0.079° 
F fü 11.795 24.579 
P fü 0.008 P«0.001 


ik: AKT= 丝氨酸 / 苏 氮 酸 激酶 ，PI3K= 磷脂 酰 肌 醇 -3- 激 
酶 ;“ 表 示 与 空白 组 比较 P<0.05," 表 示 与 siRNA-PTEN 实验 组 比较 


P<0.05。 


RI 多 发 性 骨髓 瘤 细胞 MMP2、MMP9 的 mRNA 表达 水 平 
Table 3 The mRNA expression levels of MMP2 and MMP9 in multiple 


myeloma cells 


组 别 MMP2 mRNA MMP9 mRNA 
空白 组 0.979 + 0.041 1.087 + 0.101 
siRNA-PTEN 实验 组 2.089 + 0.155" 2.670 + 0.439" 
siRNA 对 照 组 1.149 + 0.157" 1.176 + 0.163” 

F (Ë 63.777 31.007 

P fü P«0.001 P«0.001 


注 :“ 表 示 与 空白 组 比较 P«0.05, "表示 与 siRNA-PTEN 实验 组 
比较 P<0.05。 


2.6 THP-1 诱导 分 化 巨 噬 细 胞 中 M2 巨星 细胞 特异 性 抗 
体 CD163、CD206、F4/80 表达 水 平 经 流 式 细胞 术 检 
测 ，4 组 M2 巨星 细胞 特异 性 抗体 CD163+F4/80 表达 水 
平 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (F-384218, P«0.001) ; 

其 中 与 MO 巨 史 细 胞 组 相 比 ， 瘤 细胞 上 清 液 组 、siRNA- 
PTEN E WHA siRNA 上 清 液 组 M2 巨 哈 细胞 特异 性 
抗体 CD163+F4/80 表达 水 平均 升 高 ; E. siRNA-PTEN 
上 清 液 组 M2 巨 噬 细 胞 特异 性 抗体 CD163+F4/80 表达 
水 平 高 于 瘤 细 胞 上 清 液 组 和 siRNA 上 清 液 组 ， 差 异 
有 统计 学 意义 (P<0.05) 。4 组 M2 巨 哈 细胞 特异 性 
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抗体 CD206+F4/80 表达 水 平 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 

( F=299.663, P<0.001 ) ; 其 中 与 MO Be An ZA ABEL, 
瘤 细 胞 上 清 液 组 、siRNA-PTEN EHA siRNA 上 清 
液 组 M2 巨 哈 细胞 特异 性 抗体 CD206+F4/80 表达 水 平均 
升 高 ; H siRNA-PTEN 上 清 液 组 M2 巨 唉 细胞 特异 性 抗 
体 标记 物 CD206+F4/80 表达 水 平 高 于 瘤 细 胞 上 清 液 组 和 
siRNA 上 清 液 组 , 差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) , 见 图 4、 
表 4。 


表 4 THP-1 诱导 分 化 巨 噬 细 胞 中 M2 
CD206、F4/80 表达 水 平 
Table 4 The expression levels o 


巨 哈 细胞 特异 性 抗体 CD 163, 


M2 macrophage-specific antibodies 
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组 、siRNA-PTEN 上 清 液 组 和 siRNA 上 清 液 组 M2 E M 
细胞 特异 标志 物 ARG-1 的 mRNA 表达 水 平均 升 高 ; H 
siRNA-PTEN E RH M2 巨 吻 细 胞 特异 标志 物 ARG-1 

的 mRNA 表达 水 平 高 于 瘤 细 胞 上 清 液 组 和 siRNA 上 清 
液 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P«0.05) 。4 组 M2 ELTE ZH 
胞 特异 标志 物 IL-10 的 mRNA 表达 水 平 比 较 ， 差 异 有 


统计 学 意义 ( F=34.507, P<0.001) ; 其 中 与 MOEB ME 
细胞 组 相 比 ， 瘤 细胞 上 清 液 组 、siRNA-PTEN 上 清 液 组 


All siRNA 上 清 液 组 M2 巨 噬 细 胞 特异 标志 物 IL-10 的 
mRNA 表达 水 平均 升 高 ; A siRNA-PTEN 上 清 液 组 M2 
巨 鸣 细 胞 特异 标志 物 IL-10 的 mRNA 表达 水 平 高 于 瘤 


CD163, CD206, and F4/80 induced by THP-1 in differentiated ”细胞 上 清 液 组 和 siRNA 上 清 液 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 
macrophages (P«0.05) , 见 表 56 
组 别 CD163+F4/80 CD206+F4/80 
MO 巨 唉 细胞 组 2.900 + 0.656 5.567 + 1.332 X5 THP- FAME mAP M2 Gee ky ARG-1 
瘤 细 胞 上 清 液 组 21.667 + 0.874" 11.033 + 1.498" IL-10 的 mRNA 表达 水 平 
;RNA_PTEN 上 清 液 组 46.067 + 1.872" 40.200 + 1.493" Table 5 The expression levels of M2 macrophage-specific markers ARG- 
2 ü i A E 1 and IL-10 induced by THP- 1 in differentiated macrophages 
I - eye 4 ac ac ————— ———À— —!—— á——À— — — 
siRNA 上 清 液 组 22.300 + 2.252 12.267 + 1.858 T ER Ty 
ri 284218 2921003 MO FLA A EH 0.965 + 0.094 1.015 + 0.099 
— M ———— —P— 瘤 细 胞 上 清 液 组 2.208 + 0.379" 1.722 + 0.171" 
XE. prh = yey 乡 HRS ) die EE SEN arte 
a 表示 S MO E WE ZN ALL EGRE ik ‘ R ESA 20 REI. EE N siRNA_PTEN 上 清 液 组 4712 + 1.122" 3.653 + 0.601" 
组 比较 P<0.05, © 表示 与 siRNA-PTEN 上 清 液 组 比较 P<0.05。 Kn " 
siRNA 上 清 液 组 2.173 + 0.298" 1.839 + 0.199" 
23 THP-1385/) 4E E EAR M2 eH Soke F {Ë 19.826 34.507 
一 = E TR 
: LÀ AER PU a a P fii P«0.001 P<0.001 
= — ^ n Vy 5e 36 H ie Gt fats era gan GE en ah a Ay he at acy: Wiha bow ee pon Re 
V) ARG-1, TL-10 BY mRNA iS 7KOF eb TR Hs “表示 与 MO MARINO ECE P<0.05，" Ae AFSL ER 
PCR 检测 , 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 siRNA-PTEN 上 清 液 组 比较 P<0.05。 
4 组 M2 巨 噬 细 胞 特异 标志 物 ARG-l 的 mRNA 
表达 水 平 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (F=19.826, 3 讨论 
P«0.001) ; 其 中 与 MO Bean ZA ABEL , 多 发 性 骨髓 瘤 是 一 种 终 末 分 化 的 B 淋巴 细胞 恶 1 
M0 巨星 细胞 组 瘤 细 胞 上 清 液 组 siRNA-PTEN 上 清 液 组 siRNA 上 清 液 组 
103 103 102 10° 
de c2 dei c2 di c2 di c2 
+ 0.0% 3.6% J 0.0% 20.7% J 0.1% 44.7% J 0.1% 20.0% 


TT 
10° 


Torrim T 一 一 rrr 
F4/80 


10° 10° 


图 4 THP-1 诱导 分 化 巨 噬 细 胞 中 M2 Bea 


03 


胞 特异 性 抗体 CD163 、CD206、 
Figure4 The expression levels of M2 macrophage-specific antibodies CD163, 


10 
F4/80 


FA/80 表达 水 平 
CD206, and F4/80 induced by THP- 1 in differentiated macrophages 
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肿瘤 。 上 骨髓 微 环境 中 ， 浆 细胞 的 异常 克隆 增殖 可 能 源 于 
无 症状 前 体 疾病 ， 如 意义 未 明 的 单 克隆 丙种 球 和 蛋白 病 
( monoclonal gammopathy of undetermined significance, 
MGUS ) RAK E REA ( smoldering multiple myeloma, 
SMM )“"] 。 这 种 疾病 的 主要 症状 包括 高 钙 血 症 、 骨 疾 
病 、 肾 功能 不 全 和 贫血 等 。 疾 病 进 展 和 随后 的 复发 以 亚 
克隆 进化 和 耐 药 为 特征 ， 几 乎 所 有 患者 最 终 均 会 发 展 为 
复发 和 难 治 类 型 ， 其 进展 受到 TME 影响 显著 5 。 因 此 ， 
研究 多 发 性 骨髓 瘤 微 环 境 中 免疫 细胞 在 疾病 发 生 、 进 展 
中 的 机 制 ， 并 转化 为 临床 治疗 作用 具有 重要 意义 。 

本 研究 选取 多 发 性 骨髓 瘤 患 者 的 外 周 血 单个 核 细 
胞 进行 流 式 细 胞 术 实 验 ， 结果 显示 ，M2 巨 噬 细 胞 表 
达 水 平 在 多 发 性 骨髓 瘤 患 者 中 相 比 健康 志愿 者 上 调 
(P«0.001) ， 与 许多 国内 外 研究 相 一 致 ' 2 。 在 许多 
癌症 中 ， 肿 瘤 细胞 会 分 泌 M2 样 细胞 因子 ， 如 IL-10, 
CCL2/3/4/5/7/8 、 基 质 细胞 衍生 因子 -1 (SDF-1)、 血 
管内 皮 生 长 因子 (VEGF) 和 血小板 细胞 衍生 生长 因子 
(PDGF) ， 这 些 因 子 可 以 吸引 更 多 的 单 核 细 胞 和 M0 
巨 唉 细胞 ， 并 将 其 转化 为 M2 表 型 。 大 多 数 肿瘤 内 巨 鸣 
细胞 表现 出 M2 表 型 ， 并 与 一 些 恶 性 肿瘤 的 不 良 预后 相 
36") | TE TME 中 ，TAMs 最 常 出 现在 M2 样 的 肿瘤 前 
表 型 中 AMR, SRE AR EAP TAMs 
明显 增多 ,提示 患者 具有 不 良 预后 “1 。TAMs 的 极 化 
过 程 可 能 由 骨髓 瘤 微 环境 内 的 瘤 细 胞 调控 ， 其 表 型 比例 
随 多 发 性 骨髓 瘤 进展 而 发 生变 化 。 研 究 发 现在 肿瘤 发 展 
的 早期 阶段 ， 皮 肤 中 MI TAMs 在 黑色 素 瘤 中 转移 为 M2 
Xe, M2 巨星 细胞 的 存在 与 不 良 预 后 相关 "i 。 有 
文献 发 现在 多 发 性 骨髓 瘤 患 者 体内 TAMs 增强 与 多 发 性 
HUBER AK) 。 本 研究 发 现在 多 发 性 骨髓 瘤 患 者 
体内 存在 M2 巨 唉 细胞 高 表达 。 因 此 ， 需 要 进一步 探讨 
多 发 性 骨 散 瘤 细 胞 中 导致 M2 巨 吹 细 胞 极 化 并 促进 骨髓 
瘤 进展 的 机 制 。 

回顾 既往 关于 肿瘤 相关 巨 唉 细胞 和 瘤 细 胞 迁移 、 
侵袭 、 增 殖 的 相关 研究 ，TAMs 对 肿瘤 细胞 几乎 没有 细 
胞 毒性 ， 并 促进 了 肿瘤 细胞 增殖 :2 。 在 TME 中 ， 
TAMs 和 肿瘤 细胞 通过 分 泌 细胞 因子 促进 肿瘤 细胞 增殖 。 
体外 研究 证 实 ， 结 肠 癌 细 胞 通过 分 泌 转 化 生长 因子 B 1 
(TGF-B1) 上 调 巨 只 细胞 中 补体 应 答 基 因 32 ( RGC-32 ) 
的 表达 ，RGC-32 促进 巨 蜂 细胞 的 迁移 ， 进 一 步 加 速 结 
肠 癌 细胞 的 增殖 '"” 。 通 过 体外 共 培 养 TAMs 和 CT26 
结肠 癌 细 胞 ， 发 现 TAMs 调控 的 氧化 应 激 可 以 影响 结 
瘤 细 胞 的 增殖 ， 并 且 瘤 证 的 侵袭 和 转移 是 导致 90% 以 
上 患者 死亡 的 主要 原因 231 。 许 多 研究 表明 ，TAMs 
的 促 肿瘤 作用 可 以 诱导 结肠 癌 细 胞 的 生长 和 转移 。 通 过 
MAPK 活化 蛋白 激酶 2 (MK2 ) , TAMs 可 以 分 泌 单 核 
细胞 趋 化 蛋白 MCPI 和 巨 哈 细胞 炎症 蛋白 1 和 2a， 
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这 些 蛋 白质 可 以 诱导 体外 恶性 肿瘤 细胞 的 生长 和 入 侵 ， 
并 且 促 使 癌症 的 发 展 和 转化 于; 。 通 过 调节 烟 酰 胺 腺 呈 
B RF PRI (NADPH ) 氧化 酶 的 活性 ，TAMs 可 以 
有 效 地 抑制 活性 氧 (ROS ) 的 产生 ， 进 而 维持 TME 的 
氧化 还 原平 衡 ， 进 而 有 效 地 促使 肿瘤 细胞 生长 '” 。 

因此 ， 本 研究 就 多 发 性 骨髓 瘤 中 PI3K/AKT 通路 活 
化 能 和 否 导 致 瘤 细 胞 增殖 和 侵袭 能 力 增强 进行 了 验证 。 
MMP2 和 MMPS 作为 肿瘤 生物 标志 物 有 重要 功能 ， 可 作 
为 肿瘤 预测 指标 ， 对 血液 肿瘤 的 生长 、 侵 袭 和 转移 具 
有 重要 意义 ，MMP2 和 MMPO 高 表达 提示 肿瘤 侵 故 转 
移 能 力 增 强 ， 疾 病 进 展 。 本 研究 采用 菊 光 定量 PCR 检 
测 肿瘤 标志 物 MMP2、MMP9 的 mRNA RKF, Æ 
siRNA-PTEN 实验 组 表达 水 平 中 相对 空白 组 和 siRNA 对 
照 组 均 上 调 ( P<0.001 ) ， 表 明 PIBK/AKT 通路 激活 促进 
瘤 细胞 增殖 和 侵袭 能 力 增强 。 

结合 本 课题 组 的 前 期 研究 结果 和 国内 外 研究 ， 本 研 
究 发 现 多 发 性 骨髓 瘤 中 M2 巨 唉 细胞 极 化 与 PI3K/AKT 
通路 的 活化 相关 '*”i， 并 进行 验证 。 采 用 荧光 定量 
PCR 检测 ，siRNA-PTEN 上 清 液 组 通路 激活 后 M2 巨 
哈 细 胞 特异 性 抗体 CD163+F4/80 和 CD206+F4/80 表 
达 水 平 相对 瘤 细 胞 上 清 液 组 和 siRNA 上 清 液 组 均 上 调 
( P<0.05 ) ; 采用 流 式 细胞 术 检 测 M2 巨 鸣 细 胞 特异 
标志 物 ARG-1, IL-10 的 mRNA 表达 水 平 ， 在 siRNA- 
PTEN 上 清 液 组 中 表达 水 平 相对 相对 瘤 细 胞 上 清 液 组 和 
siRNA 上 清 液 组 均 上 调 ( P<0.001 ) ; 表明 多 发 性 骨髓 
瘤 细胞 中 PIBK/AKT 通路 激活 促进 M2 巨 吹 细 胞 极 化 。 

综 上 所 述 ， 本 研究 进一步 证 实 了 多 发 性 骨髓 瘤 患者 
体内 M2 巨 哈 细 胞 增多 ， 在 多 发 性 骨髓 瘤 细胞 中 可 能 是 
通过 激活 PI3K/AKT 通路 促进 M2 巨 只 细胞 极 化 。 本 课 
题 的 从 细胞 、 到 病人 标本 等 多 方面 实验 设计 并 挖 气 多 发 
ERREA rp E Ap JL I] M2 型 巨 噬 细 胞 极 性 改变 调控 的 
关系 ， 甄 别 出 关 键 调 控 靶 点 并 探索 作用 机 制 。 近 几 年 
国内 外 学 者 的 研究 侧重 放 在 M2 型 肿瘤 相关 巨 喉 细 胞 在 
多 种 实体 瘤 中 的 发 生 、 发 展 中 的 作用 ， 而 关于 M2 型 肿 
瘤 相关 巨 哈 细 胞 在 多 发 性 骨髓 瘤 中 作用 仪 限 于 对 多 发 性 
骨髓 瘤 的 发 生 、 发 展 、 预 后 及 耐 药 等 报道 ， 鲜 有 报道 在 
MM 骨髓 微 环境 中 的 来 源 及 机 制 。 本 研究 实验 设计 具有 
系统 性 创新 特色 ， 明 确 了 PI3K/AKT 信号 通路 在 MM 骨 
髓 微 环境 中 参与 CD163、CD206 阳性 的 M2 型 巨星 细胞 
极 性 改变 的 发 生 和 发 展 ， 对 临床 中 对 多 发 性 骨髓 瘤 疾病 
的 节 向 治疗 有 指导 意义 。 
作者 贡献 : 王 晓 桃 提出 研究 思路 ， 设计 研究 方案 ， 
责 论文 起 草 、 最 终 版 本 的 修订 ， 对 论文 负责 。 彭 选 伦 
研究 过 程 的 实施 ， 包 括 进 行 细胞 实验 、 流 式 细 胞 术 
, KOLE X PCR 实验 ， 调 查 对 象 的 选取 、 样 本 的 
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